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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft nanokristalline magnetische Partikel, bestehend aus einem magnetischen Eisenoxidkern aus 
Fe 3 0 4 ,^Fe 2 0 3 Oder deren Mischungen und einer an diesen Kern chemisorbierten Hulle, sowie deren kolloid-disperse 
5 waBrige Losung, Verfahren zur Herstellung dieser Partikel sowie ihre Anwendung in der medizinischen Diagnostik und 
Therapie. 

Magnetische Substanzen haben als Kontrastmittel fur die Kernspintomographie Eingang in die medizinische 
Anwendung gefunden. Als erstes zugelassenes Praparat ist hier ein GdDTPA-Komplex (Magnevist®) zu nennen. Fur 
die Leberdiagnostik haben sich magnetische Eisenoxid-Partikel als besonders wirkungsvoll herausgestellt. Sie befin- 

10 den sich in der vorklinischen und z. T. klinischen Entwicklung. Es handelt sich dabei zumeist um ferrimagnetische 
Eisenoxide (z.B. Magnetite), Nanopartikel, die zur Ausbildung stabiler waBriger Sole mit einer Hulle umgeben werden. 

Neben der Anwendung in der Diagnostik spielen ferro-/ferrimagnetische Partikel bei der in vitro Separationstechnik 
und als "Thermoseeds" in der lokalen Hyperthermie eine zunehmende Rolle. 

In der wissenschaftlichen und patentrechtlichen Literatur sind zahlreiche Magnetitherstellungen und Magnetitan- 

15 wendungen beschrieben. 

Hasegawa und Hokkoku (US 4,101,435) beschreiben einen Eisenoxid-Dextran-Komplex und seine Herstellung. 
Rembaum (US 4,267,234) bezieht sich auf magnetische Polyglutaraldehyd-Mikropartikel, die durch eine Suspen- 
sionspolymerisation in Gegenwart magnetischer Partikel hergestellt werden. Widder und Senyei (US 4,247,406) stellen 
Mikropartikel aus einer Aminosaure-Polymermatrix her, in die magnetische Teilchen eingebettet sind. Einen ahnlichen 

20 Weg gehen Schroder und Mosbach (WO 83/01738) mit Nanopartikeln, bei denen eine kristalline Kohlenwasserstoff- 
Matrix das magnetische Material einschlieBt. Groman und Josephson (US 4,770,183) verwenden nicht-umhullte und 
mit einer Polysaccharid- und/oder Proteinschicht umhullte magnetische Metalloxidpartikel. Molday (US 4,452,773) hebt 
auf die Synthese ferromagnetischer Eisenoxid-Kerne mit einer Polysaccharidhulle ab. Er erhalt ein stabiles Sol und 
kann iiber eine Perjodataktivierung Proteine an die Hulle aus Dextranen koppeln. 

25 Gordon (US 4,731,239) beansprucht die Verwendung ferro-, para- und diamagnetischer Partikel aus Eisenhydro- 
xid, Eisenoxid und Eisendextran fur diagnostische Zwecke. In weiteren Patenten (US 4,767,61 1 , 4,758,429, 4,735,796) 
wird auf die Diagnose und Therapie mit Hilfe der erwahnten Eisendextran oder Eisen-Transferrin-Dextran-Partikel und 
alternierender elektromagnetischer Felder abgestellt. Die Partikel konnen zum Zielort Liber Antigene, Antikdrper, 
Enzyme oder prosthetische Gruppen geleitet werden. Gries et al. (EP 186616) verwenden magnetische Partikel aus 

30 einem Doppelmetall-oxidAhydroxid und einem Komplexbildner aus Proteinen oder alkalibehandelten Sacchariden bzw. 
Polysacchariden. 

Im Laufe der Jahre hat die Komplexitat der Partikel zugenommen und die Zielrichtung ist spezifischer geworden. 
Ranney (EP-361960) verwendet polyatomare Chrom-Komplexe, die an einen biokompatiblen Ausscheidungstrager 
gebunden sind. 

35 Als Trager werden aufgezahlt: Kohlenwasserstoffe, Polysaccharide, Glycosaminoglycane und strukturanaloge syn- 
thetische Polymere. 

Diese Cr 4 S-Cluster sind mit dem Nachteil behaftet, daB die Anzahl der ungepaarten Elektronen auf 12 beschrankt 

ist. 

Das Einsatzgebiet Diagnostik wird um therapeutische Aspekte (Hyperthermie, Chemotherapie) erweitert. 
40 Menz et al.(WO 9001295) zielen auf einen speziellen zellularen Aufnahmemechanismus (Rezeptor vermittelte 
Endocytose) mit ihren superparamagnetischen Kontrastmitteln ab. 

Sie verwenden magnetische Eisenoxid-Partikel, die mit einer Hulle aus Arabinogalactan pf lanzlicher Herkunft umgeben 
sind, deren toxikologische Unbedenklichkeit bisher noch nicht bestatigt werden konnte. 

Yudelson (WO 891 1 154) deponiert eine Hulle aus Gelatine und einer polymeren Saure (vorzugsweise Gummiara- 

45 bicum) auf den superparamagnetischen Partikeln durch Koazervation und Vernetzung mit vorzugsweise Glutaraldehyd. 
Einen anderen Weg geht Pilgrim (Europaische Patentanmeldung Publikationsnummer 0284549) durch Ausbildung 
einer chemischen Bindung zwischen Magnetitoberflache und synthetischen Stabilisatorpolymersubstanzen. Die reak- 
tive Stabilisatorsubstanz wird uber Phosphat-, Phosphonat- oder Carboxylatgruppen mit den superparamagnetischen 
Teilchen chemisch verbunden. An die Stabilisatorsubstanz aus einem Polyethylengerust konnen gewebespezifische 

so Bindungssubstanzen addiert werden. 

In beiden Fallen werden Herstellung und magnetische Eigenschaften der superparamagnetischen Partikel 
beschrieben, ohne daB die medizinische Eignung und die Vertraglichkeit der Partikel belegt werden. 

Magnetische Materialien werden aufgrund ihres Verhaltens im magnetischen Feld als dia-, para- oder ferromagne- 
tisch eingestuft. Dia- und Paramagnetismus sind atomare/molekulare Eigenschaften, sie ruhren vom magnetischen 

55 Moment des Elektrons her. Der Diamagnetismus beruht auf der Orbitalbewegung der Elektronen, er wird durch das 
angelegte Magnetfeld induziert und die Magnetisierung ist dem auBeren Magnetfeld entgegengesetzt ausgerichtet. 
Paramagnetische Substanzen zeichnen sich durch ein oder mehrere ungepaarte Elektronen aus, die Magnetisierung 
ist parallel zum auBeren Feld orientiert. Paramagnetische Atome/Molekule haben damit ein permanentes magneti- 
sches Moment, ohne auBeres Feld sind diese magnetischen Momente nicht ausgerichtet. Die Suszeptibilitat ist unab- 
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hangig vom angelegten Feld und umgekehrt proportional zur Temperatur (Curie-Gesetz) 

In Festkorper n kann es zu einer starken Wechselwirkung zwischen benachbarten Atomen/lonen kommen, so da 3 
eine spontane Magnetisierung resultiert, man spricht allgemein von Ferromagnetismus mit der genaueren Klassif izie- 
rung in Ferro-.Ferri- und Antiferromagnetismus. Beispiele ferromagnetischer Materialien sind die Metalle Eisen, Kobalt, 

s Nickel, viele Seltene Erden sowie deren Legierungen. Bei Verbindungen, die aus unterschiedlichen Atomsorten, aus 
lonen unterschiedlicher Oxidationszahl oder aus lonen auf unterschiedlichen Gitterplatzen aufgebaut sind, konnen die 
magnetischen Momente benachbarter Atome/lonen antiparallel orientiert sein. Bei kompletter Aufhebung der sponta- 
nen Magnetisierung spricht man von Antiferromagnetismus, bei unvollstandiger Aufhebung von Ferrimagnetismus. Fer- 
rite mit Spinel Istruktur zeigen ferrimagnetisches Verhalten. In alien drei Fallen bilden sich im Festkorper Domanen mit 

10 unterschiedlicher Orientierung der spontanen Magnetisierung aus. Ohne au Geres Feld sind die magnetischen 
Momente der Domanen regellos verteilt, nach auBen ergibt sich kein magnetisches Gesamtmoment. Im auBeren 
Magnetfeld richten sich die magnetischen Momente der Domanen aus, ein Zustand, der auch nach Abschalten des 
auBeren Magnetfeldes im Permanentmagnet erhalten bleibt. Man spricht von Remanenz. Fur Partikel, die Weiner als 
DomanengroBe sind, wirkt die thermische Energie einer spontanen parallelen/antiparallelen Ausrichtung der einzelnen 

15 magnetischen Momente entgegen. Suspensionen solcher ferro-/ferrimagnetischer Partikel mit Dimensionen kleiner als 
10 - 50 nm verhalten sich ahnlich wie paramagnetische Materialien, sie zeigen keine Remanenz und Hysterese aber 
Werte fur die Suszeptibilitat, die an die entsprechenden Werte der Festkorper herankommen; sie werden deshalb oft 
auch als superparamagnetische Partikel bezeichnet. Ferrite, die als parenteral MR-Kontrastmittel eingesetzt werden, 
fallen in diese Kategorie (z.B. Wolf et al., Magnetic Resonance Annual, New York, Raven Press 1985, 231-266; Saini 

20 et al. Radiology 1987, 162,217-222). 

Das MR- Image und die Signale der MR-Spektroskopie kommen aufgrund einer Verknupfung dreier physikalischer 
Parameter zustande: Dichte der entsprechenden Kernsorte (z.B. Protonen, 13 Kohlenstoff, 31 Phosphor), Spin-Gitter- 
Relaxationszeit T-| und Spin-Spin- Relaxationszeit T 2 . Ti und T-| gehen in komplizierter Weise in die Signalintensitat ein, 
sie sind Funktionen der Magnetfeldstarke, der Temperatur, der Umorientierung und der Art der physikalischen Wech- 

25 selwirkung der einzelnen Molekiile. Die Signalintensitat nimmt proportional zur Dichte des Beobachtungskerns zu. Fur 
Protonen lassen sich die Beobachtungskerne grob in Fett- und Wasser proton en einteilen. Die Protonendichte laBt sich 
im physiologischen Bereich nur in geringem MaB z. B. durch Deuteriumoxid-Substitution beeinflussen. Dagegen kon- 
nen die Relaxationszeiten durch Zusatze paramagnetischer Molekule/lonen (Molekiile mit ungepaarten Elektronen, 
z.B. Spin-Sonden oder lonen der Seltenen Erden) relativ leicht beeinfluBt werden. Die zugrunde liegenden Relaxati- 

30 onsmechanismen, z. B. durch paramagnetische lonen, sind relativ gut verstanden und schlagen sich in den einschla- 
gigen Monographien und Lehrbuchern nieder (Solomon-Bloembergen Gleichung). 

Komplizierter gestaltet sich die physikalische Beschreibung der Relaxationseffekte im Fall partikularer Wirkstoffe, 
insbesondere wenn diese nicht homogen verteilt vorliegen. Bei ferri-/ferromagnetischen Eisenoxid-Partikeln uberwiegt 
der EinfluB auf die T 2 -Zeit. Entsprechend der Konzentration der Eisenoxid-Partikel und der gewahlten Pulssequenzen 

35 kann eine Verstarkung der Signale bis hin zur kompletten Signalausloschung resultieren. Ublicherweise werden die 
Relaxationszeit-verkurzenden Eigenschaften der MR-Kontrastmittel durch die Relaxivitat ausgedruckt. Gute - moleku- 
largeloste - paramagnetische Substanzen zeigen bei 0.47 T in Wasser und 40°C Werte von ungefahr 4 l/mmol • s 
(GdDTPA) fur die T 1 und T 2 Relaxivitat. Dispersionen von superparamagnetischem Magnetit bzw. Maghemit liegen bei 
20 - 40 fur die T-, und bei ungefahr 200 fur die T 2 -Relaxivitat. GroBe, Umhullung, Anteil von ^Fe 2 0 3 und Grad der Aus- 

40 heilung kristalliner Fehlstellen tragen zu dem individuellen Wert bei. 

Reine magnetische Eisenoxid-Partikel, die als Diagnostika in der Kernspintomographie in Frage kamen, aggregie- 
ren in waBriger Losung bei neutralem pH und bilden kein stabiles und parenteral injizierbares Sol aus. Durch Umhullen 
der Magnetkerne mit geeigneten Substanzen gelingt es, die Balance der Krafte zwischen den Partikeln so zu verschie- 
ben, daB die thermische Energie (Brownsche Molekularbewegung) der Aggregation und Sedimentation entgegenwirkt 

45 und ein stabiles Gel erreicht wird. Eine Reihe von Substanzen, die hierfur infrage kommen, sind patent- und literatur- 
bekannt. 

Die Hulle muB fur eine stabile Suspension sorgen. Im Rahmen einer galenischen Formulierung sollte eine Hitze- 
sterilisation und/oder ein keimfreies Zubereiten moglich sein. Die Partikel mCissen weiterhin einen medizinisch diagno- 
stischen und/oder therapeutischen Nutzen haben, sie mussen zudem pharmakologisch und toxikologisch vertretbar 
so sein. An diesen Hurden scheitert die Mehrzahl der Hullsubstanzen. 

Von den genannten ferrimagnetischen Nanopartikeln sind die mit Dextran umhullten Eisenoxide in der Entwicklung 
am weitesten fortgeschritten. Aufgrund aufgetretener Nebeneffekte (u.a. Blutdruckabfall) ist die weitere klinische Pru- 
fung in den USA storniert worden (G.L.Wolf "Current status of MR imaging contrast agents: special report", Radiology 
172, 709-710 (1989)). Diese Dextranmagnetite werden derzeit einer eingehenden Kontrolle durch das FDA unterzogen 
55 (Diagnostic Imaging, October 1990). Dextranmagnetite sind gegenuber Mischungen mit gangigen Losungsmitteln 
instabil, auch ist die galenische Stabilitat in physiologischer NaCI-Losung nicht iiber langere Zeitraume aufrecht zu 
erhalten. Die Derivatisierung ist eingeschrankt oder nur unter drastischen Bedingungen moglich. Physiologisch kann 
sich das allergische Potential der Dextrane storend bemerkbar machen, das gleiche gilt fur proteinumhullte Magnetite. 

Der medizinisch-diagnostische Nutzen der umhullten ferri-/ferromagnetischen (superparamagnetischen) Eisen- 
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oxid-Partikel (Stammsubstanz) besteht darin, daB diese nach i.v. Applikation von den phagocytierenden Monocyten 
und von den Makrophagen des Retikuloendothelialen Systems (RES) des gesunden Gewebes in Milz und Leber auf- 
genommnen werden, nicht aber von Tumoren und Metastasen. Diese lokal unterschiedliche Aufnahme fuhrt bei ubli- 
chen Spin-Echo-Sequenzen (z.B. von 400/25) schon kurz nach parenteraler Applikation zur Ausloschung des Signals 
5 im Kernspintomographen-Bild des gesunden Leber-, Milzgewebes, dagegen bilden sich Tumore und Metastasen in 
Leber und Milz hell auf dunklem Untergrund ab. Ahnliches gilt fur Tumore/Metastasen des Lymphsystems. 

Sowohl fur Liposomen als auch fur andere partikulare "drug carrier" werden heute Anstrengungen unternommen, 
um die alleinige Aufnahme uber mononucleare phagocytierende Zellen (RES) zu umgehen. Dies ist bedeutsam fur eine 
selektive Gewebe/Tumoranreicherung im diagnostischen und therapeutischen Bereich. 

10 Der therapeutische Nutzen der beschriebenen Eisenoxidpartikel liegt sowohl in der Anwendung der Eisenprapa- 
rate als Antianamika als auch im "magnetischen Targeting", einer Moglichkeit durch externe Magnetfelder die Eisen- 
oxidpartikel und ihnen anhaftende Substanzen gezielt zum Wirkort zu transportieren. Eine weitere Anwendung der 
Eisenoxid-Partikel liegt in der ruckstoBfreien Sensibilisierung durch y-Strahlen und in der intrazellularen H-Feld-gekop- 
pelten Hyperthermie. Die resonante Kernabsorption von y-Quanten mit anschlieBender Re-Emission bzw. Emission 

15 von Auger-Elektronen wird nach dem Entdecker als MoBbauer-Effekt bezeichnet. Die Ausnutzung des Effektes fur 
einen strahlentherapeutischen Nutzen wurde von Mills et al. (Nature 336, 787-789, 1988) beschrieben. 
Mills verwendet im Gegensatz zu den hier beschriebenen Eisenoxidsolen molekular geloste Substanzen, die in Losung 
nur einen vernachlassigbaren ruckstoBfreien MoBbauer-Effekt und damit resonanzverstarkten strahlentherapeutischen 
Nutzen zeigen. Die Vorteile der resonanten Kernabsorption von y-Quanten mit anschlieBender Re-Emission bzw. Emis- 

20 sion von Auger-Elektronen liegen auf der Hand. Die primare radioaktive Strahlenquelle befindet sich dabei auBerhalb 
des Korpers; der nicht radioaktive Sensor wird in das Tumorgewebe eingebracht. Aufgrund des groBen Einfangquer- 
schnitts der resonanten Kernabsorption erfolgt in erster Linie ein Einfang der y-Quanten durch die nicht radioaktiven 
Strahlensensoren ohne wesentliche Belastung des umgebenden Gewebes. Diese Strahlensensoren (Antennen) kon- 
nen in das Tumorgewebe (am besten intrazellular) plaziert werden. Die radioaktive Quelle (Sender) und der Empfanger 

25 sind aufeinander abgestimmt und miissen physikalischen und strahlenbiologischen Gesichtspunkten genugen. Auf der 
Empfangerseite kommen bevorzugt infrage 57 Fe, 99 Ru, 119 Sn, 121 Sb, 127 l, 151 Eu, 157 Gd, die allesamt nicht radioaktiv 
sind. Ferrite und Magnetite konnen ohne wesentliche BeeinfluBung der physikalischen Eigenschaften mit den oben 
erwahnten sogenannten MoBbauer-lsotopen dotiert werden. 

Die weitere Anwendung ferromagnetischer Materialien geht davon aus, daB die Magnetmaterialien in Form Weiner 

30 Partikel in den Tumor eingefuhrt werden und von auBen uber die Ankopplung elektromagnetischer Wechselfelder durch 
Wirbelstrom-, Hystereseverluste bei der magnetischen Umorientierung aufgeheizt werden. Eine regulierbare Energie- 
aufnahme ist uber die Wahl des Curiepunktes (Curietemperatur) anhand der Zusammensetzung der Magnetpartikel 
moglich (s.z.B. Lilly et al. Radiology 154, 243-244 (1985)). In beiden Fallen sollten zur Energieaufnahme Partikel mit 
Dimensionen groBer als die Einzeldomanen verwendet werden. Hier ist ein KompromiB zu schlieBen zwischen der phy- 

35 sikalisch notwendigen und der je nach Applikationsform pharmakologisch tolerablen Partikeldimension. Es ist aller- 
dings aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Gewebeschnitten zu folgern, daB auch nanokristalline Partikel 
nach intrazellularer Aufnahme zu groBeren Komplexen aggregieren, so daB auch nanokristalline Partikel fur diese 
Anwendung infrage kommen. Zudem sprechen anfangliche Messungen an Phantomen dafiir, daB auch physikalische 
Mechanismen existieren, die zur Aufheizung von Einzeldomain-Partikel fuhren. 

40 Ferner besteht eine Therapiemoglichkeit darin, 157 Gd in die Ferrite einzubauen und uber den groBen Einfangquer- 
schnitt des 157 Gd fur thermische/epithermische Neutronen zu einer Neutronenaktivierung zu kommen. Wie schon in 
der oben skizzierten resonanten Kernabsorption durch Photonen (MoBbauer) wird auch hierbei das nicht 157 Gd-enthal- 
tende Gewebe kaum Neutronen aufnehmen und damit nicht belastet werden. Eine Neutronenaufnahme ist primar auf 
die 157 Gd-enthaltenden Areale konzentriert, so daB - falls eine genugende Tumoranreicherung erzielt wird - nur im 

45 Tumor durch Sekundarstrahlung (Auger-Elektronen und Photonen) Strahlenschaden gesetzt werden. 

Fur die Applikation der Ferrite/Magnetite in der Therapie mussen die Partikel mit den entsprechenden Isotopen 
dotiert werden. Der Grad der Dotierung der Ferrite/Magnetite ist wie auch die GroBe, Ladung, Hydrophobizitat und 
eventuelle Zielfindung dem Therapieziel anzupassen. 

Es ist bekannt, daB Makrophagen Eisenoxid-Partikel wie auch andere Fremdstoffe aufnehmen und sich an der 

so Peripherie von Tumoren anreichern. Es gelingt weiterhin, Substanzen uber das Anheften an monoklonale Antikoper in 
bestimmten Tumoren anzureichern. Eine gezielt das Tumorwachstum hemmende Strahlen- und/oder Hyperthermie- 
Therapie wird damit moglich. Zudem kann uber die extrakorporale und/oder intrakorporale Strahlensensibilisierung ein 
vorteilhafter Beitrag zur Synovektomie geleistet werden. Weiterhin kann schon eine geringfugige Akkumulation der 
eisenoxid-haltigen Makrophagen in Tumornahe zur Tumordetektion mit hochempfindlichen Magnetfeldsonden 

55 (SQUID'S) ausgenutzt werden. 

Ziel der Erfindung ist es, die beschriebenen Nachteile des bekannten Standes der Technik zu uberwinden. Der 
Erf indung liegt damit die Aufgabe zugrunde, vielfaltig modif izierbare und dementsprechend variabel einsetzbare, phar- 
makologisch und toxikologisch vertretbare magnetische Partikel, die sowohl hitzesterilisiert als auch keimfrei zubereitet 
werden konnen, mit synthesetechnisch vertretbaren Aufwand zur Verfugung zu stellen. 
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Uberraschenderweise ist es nun gelungen, den pharmazeutischen Anforderungskatalog fur den medizinischen 
Einsatz durch von Glycosaminoglycan umhullte Magnetite zu erfullen. 

Gegenstand der Erfindung sind daher nanokristalline magnetische Partikel, bestehend aus einem magnetischen 
Eisenoxidkern aus Fe 3 0 4> O3 °der deren Mischungen und einer an diesen Kern chemisorbierten Hulle. Diese 

5 zeichnen sich dadurch aus, daB das Hullmaterial aus naturlichen oder synthetischen Glycosaminoglycanen und/oder 
deren Derivaten mit Molekulargewichten von 500 Da bis 250.000 Da zusammengesetzt, gegebenenfalls durch geeig- 
nete Vernetzungsmittel kovalent vernetzt und/oder durch spezifische Zusatzstoffe modifiziert ist. 

Die erfindungsgemaBen Chondroitin-Magnetite sind physiologisch als unbedenklich einzustufen. Chondroitin, das 
zu den Glycosaminoglycanen zahlt (s.u.), ist tierischen oder menschlichen Ursprungs, es kommt ubiquitar im Korper 

10 vor und wird medizinisch vielfaltig eingesetzt. Der Eisenoxidkern macht - solange er durch das Hullmaterial gut abge- 
schirmt ist - keine Schwierigkeit. Nach intrazellularer Auf losung des Eisenoxid kerns wird das freigesetzte Eisen in den 
korpereigenen Eisenpool eingeschleust. Chondroitin-Magnetite zeigen nach Hitzesterilisation eine uberaus gute Ver- 
traglichkeit mit LD 50 -Werten von 20 mMol/kg (Ratte, Maus), sie fuhren schon in einer Dosierung von 10 uMol/kg zu 
einer gut abgrenzbaren Darstellung von Tumoren/Metastasen. Damit wird ein bisher kaum erreichter Sicherheitsab- 

15 stand von 2000 erzielt. Glycosaminoglycane zeichnen sich weiterhin durch eine hohe hydrolytische Stabilitat der glyco- 
sidischen Bindung aus. 

Das gestellte Anforderungsprofil: einheitlicher Eisenoxidkern, chemische Stabilitat des Hullmaterials bei bekannt 
positivem Wirkungsspektrum, Herstellung der nanokristallinen magnetischen Partikel unter schonenden Bedingungen, 
Erweiterung der Synthese nach dem Baukastenprinzip (ausgehend von einem Grundkorper konnen gezielt aufgaben- 
20 orientierte Modifikationen angebracht werden), hohe Effizienz der diagnostischen und therapeutischen Wirkung, gute 
Vertraglichkeit, keine nennenswerten Nebenwirkungen, keine notwendigen Zusatze zum Abfangen etwaiger Nebenef- 
fekte, groBer Sicherheitsabstand (Faktor 2000 als MR Tumor/Metastasen Diagnostikum), anhaltende galenische Stabi- 
litat auch nach Einstellung der Isotonie mit Salzen und nach Hitzesterilisation im Endbehaltnis, geringe Anzahl von 
Abbauprodukten nach langerer Lagerung laBt sich durch die beschriebenen glycosaminoglycanumhullten magneti- 
cs schen Eisenoxid-Partikel erfullen, wohingegen Dextran- Magnetite, Protein-Magnetite, Gummi arabicum-Gelatine- 
Magnetite oder Magnetite mit synthetischen Hullmaterialien den gestellten Anforderungskatalog nur partiell erfullen 
konnen. Werden die erfindungsgemaBen Partikel in der Therapie eingesetzt, so kann der magnetische Eisenoxid-Kern 
mit 6 Li, 57 Fe, 61 Ni, Ni, 67 Zn, Zn, Mn, 99 Ru, 101 Ru, 113 Cd, 119 Sn, 121 Sb, 127 l, 151 Eu, 155 Gd, 156 Gd oder 157 Gd dotiert 
sein. 

30 Besonders bevorzugte Ausfuhrungsformen der erfindungsgemaBen magnetischen Partikel sind dadurch gekenn- 
zeichnet, 

daB der Kern aus einem magnetischen Eisenoxid besteht, mit Kerndurchmessern die kleiner als die Dimension 

magnetischer Einzeldomanen sind und/oder 
35 - daB sie mit den fur Injektionslosungen und/oder Enteralia gangigen pharmazeutischen Hilfsstoffen als stabile kol- 

loiddisperse waBrige Losungen vorliegen, die 0,2 jum f iltierbar und hitzesterilisierbar sind und/oder 

daB der Kern im Falle einer Dotierung bevorzugt mit 6 Li, 57 Fe, 61 Ni, 151 Eu oder 157 Gd dotiert ist und/oder 

daB die naturlichen oder synthetischen Glycosaminoglycane Chondroitinsulfate, Dermatansulfate, Heparansulfate, 

Heparin und deren synthetische Analoga oder andere Heparinoide sind und/oder 
40 - daB das Hullmaterial nach Herstellung der umhullten magnetischen Eisenoxidpartikel zusatzlich mit in der Bio- und 

Naturstoffchemie ublichen Vernetzern ("cross-linker") vernetzt ist und/oder 

daB an das Hullmaterial Mono-, Di-, Tri- und Oligoamine und/oder synthetische und biologische Oligopeptide, Pro- 
teine gebunden sind und/oder 

daB an das Hullmaterial reduziertes oder oxidiertes Glutathion gebunden sowie intrapartikular reversibel vernetzt 
45 ist und/oder 

daB an das Hullmaterial oberflachenaktive Substanzen gebunden sind und/oder 

daB an das Hullmaterial Lenkstruktursubstanzen, vorzugsweise Hormone, Cholesterol, Lipide, Etherlipide, Pro- 
teine, monoklonale Antikorper, Lectine, Tumorlectine, Adhasionsproteine, Fusionsproteine, Transportproteine und 
-einheiten, basische Proteine wie Histone, Interleukine, Lipoproteine, wiez.B. LDL, Glycolipide, Interferone, Tumor- 
50 Nekrose-Faktoren, Protein A und Adjuvantien Glycosylreste und allgemein Zuckerreste, die fur die Komplement- 
und Immunerkennung eine Rolle spielen, sowie Ribo-und Desoxyribonucleinsauren und deren Bruchstucke und 
Bausteine oder deren Mischungen, gegebenenfalls unter Zusatz von Chemotherapeutika, vorzugsweise Cytosta- 
tika gebunden sind und/oder 

daB das Vernetzen, das Anbringen von Lenkstrukturen und/oder oberflachenaktiver Substanzen beliebig kombi- 
55 niert werden konnen, 

daB sie von Kafigmolekulen, vorzugsweise bestehend aus Untereinheiten des Clathrins und/oder synthetischen 
Analoga umschlossen sind. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur Herstellung nanokristalliner magnetischer Partikel, bestehend 
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aus einem magnetischen Eisenoxidkern aus Fe 3 0 4 , yFe 2 o 3 Oder deren Mischungen und einer an diesen Kern che- 
misorbierten Hulle. Das Verfahren zeichnet sich dadurch aus, daB die Synthese der Eisenoxidkerne und deren Umhul- 
lung gegebenenfalls unter biomimetischen Bedingungen erfolgt (unter biomimetisch soil dabei der Syntheseablauf 
unter dem physiologischen Bereich nachempfundenen Bedingungen ph 6-8, T <, 37°C, p = 1 bar, wassrige Losung ver- 
5 standen werden), gegebenenfalls freie funktionelle Gruppen des Hullmaterials aktiviert und durch Zugabe von Vernet- 
zungsmitteln die Hulle intrapartikular vernetzt werden und die vernetzte Hulle durch Zusatze von oberflachenaktiven 
Stoffen, Lenkstruktursubstanzen - gegebenenfalls unter Zusatz von Chemotherapeutika - sowie gegebenenfalls nieder- 
molekularer Substanzen modifiziert werden. 

Besonders bevorzugte Ausfuhrungsformen des erf indungsgemaBen Verfahrens sind dadurch gekennzeichnet, 

10 

daB als Hullsubstanzen natiirliche Oder synthetische Glycosaminoglycane Oder deren Derivate, vorzugsweise 
Chondroitinsulfate, Dermatansulfate, Heparansulfate, Heparin und deren synthetische Analoga verwendet werden, 
und/oder 

daB die funktionellen Gruppen des Hullmaterials der Magnetitstammlosung mit wasserloslichen Carbodiimid-Deri- 
15 vaten oder in einem Zwei-Phasen-System mit lipophilen Carbodiimiden aktiviert werden, nachfolgend das akti- 
vierte Magnetit gereinigt und isoliert wird und/oder 

daB der aktivierten Magnetitlosung in der Biochemie und Naturstoffchemie ubliche bifunktionelle Vernetzungsmittel 
und/oder Mono-, Di-, Tri- und Oligoamine, synthetische und biologische Oligopeptide, reduziertes oder oxidiertes 
Glutathion zugesetzt, die nichtreagierten Edukte schonend durch Dialyse abgetrennt werden und das in seiner 
20 Hydrophilie veranderte und/oder vernetzte Magnetit auf die gewunschte Endkonzentration eingestellt wird 
und/oder 

daB der aktivierten Magnetitlosung oberf lachenaktive Substanzen zugesetzt und addiert werden und/oder 
daB der aktivierten Magnetitlosung als Lenkstruktursubstanzen vorzugsweise Hormone, Cholesterol, Lipide, 
Tumorlectine, Adhasionsproteine, Fusionsproteine, Transportproteine und-einheiten, basische Proteine wie 
25 Histone, Interleukine, Lipoproteine wie z. B. LDL, Glycolipide, Interferone, Tumor-Nekrose-Faktoren, Protein A und 
Adjuvanzien, Verbindungen, die Zuckerreste enthalten, die fur die Komplement- und Immunerkennung eine Rolle 
spielen sowie Ribo- und Desoxyribonucleinsauren und deren Bruchstucke und Bausteine und deren Mischungen 
zugesetzt und addiert werden und/oder 

daB der aktivierten Magnetitlosung Chemotherapeutika zugesetzt oder an das Magnetit addiert werden und/oder 
30 - daB der aktivierten Magnetitlosung niedermolekulare Substanzen, die das physiologische Verteilungsmuster der 
Partikel beeinflussen, zugesetzt und addiert werden und/oder 
daB der aktivierten Magnetitlosung Clathrin zugesetzt wird. 

Die Erfindung betrifft weiterhin diagnostische und/oder therapeutische Mittel, gekennzeichnet durch gegebenen- 
35 falls mit 6 Li, 57 Fe, 61 Ni, Ni, 67 Zn, Zn, Mn, 99 Ru, 101 Ru, 113 Cd, 119 Sn, 121 Sb, 127 l, 151 Eu, 155 Gd, 156 Gd oder 157 Gd iso- 
topendotierte Eisenoxidkerne aus Fe 3 0 4 , ^Fe 2 0 3 oder deren Mischungen, die von einer bioabbaubaren Hulle aus 
naturlichen oder synthetischen Glycosaminoglycanen und/oder deren Derivaten mit Molekulargewichten von 500-250 
000 Da umgeben sind, wobei gegebenenfalls die Hullmolekule durch Vernetzungsmittel vernetzt und durch oberfla- 
chenaktive Substanzen, Lenkstruktursubstanzen und niedermolekulare Reste modifiziert sind. 
40 Besonders bevorzugte Ausfuhrungsformen der erfindungsgemaBen Mittel sind dadurch gekennzeichnet, 

daB der Kern im Falle einer Dotierung bevorzugt mit 6 Li, 57 Fe, 61 Ni, 151 Eu oder 157 Gd dotiert ist und/oder 
daB die naturlichen und synthetischen Glycosaminoglycane Chondroitinsulfate, Dermatansulfate, Heparansulfate, 
Heparin und deren synthetische Analoga sind, die durch in der Bio- und Naturstoffchemie ubliche bifunktionelle 
45 Vernetzungsmittel und/oder Mono-, Di-, Tri- und Oligoamine, synthetische und biologische Oligopeptide, reduzier- 
tes oder oxidiertes Glutathion vernetzt sind und/oder 

daB an die vernetzte Hulle oberflachenaktive Substanzen gebunden sind und/oder 

daB an die vernetzte Hulle Lenkstruktursubstanzen, vorzugsweise Hormone, Cholesterol Lipide, Etherlipide, Pro- 
teine, monoklonale Antikorper, Lectine, Tumorlectine, Adhasionsproteine, Fusionsproteine, Transportproteine und 

so -einheiten, basische Proteine, wie Histone, Interleukine, Lipoproteine, wie z. B. LDL, Glycolipide, Interferone, 
Tumor-Nekrose-Faktoren, Protein A und Adjuvanzien, Verbindungen, die Zuckerreste enthalten, die fur die Kom- 
plement- und Immunerkennung eine Rolle spielen, sowie Ribo- und Desoxyribonucleinsauren und deren Bruch- 
stucke und Bausteine oder deren Mischungen, gegebenenfalls unter Zusatz von Chemotherapeutika, 
vorzugsweise Cytostatika, gebunden sind und/oder 

55 - daB Untereinheiten von Clathrin kafigartig die umhullten Partikel umgeben und/oder 

daB die Magnetpartikel in Liposomen, Chylomikronen, Zellen, Zellorganellen, Bakterien- und Virushullen einge- 
baut sowie von Lipiden in Form einer Doppelschicht umgeben werden. 

Desweiteren betrifft die Erfindung die Verwendung der diagnostischen und/oder therapeutischen Mittel zur Herstel- 
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lung von Diagnose- und/oder Therapiemitteln fur die Radiotherapie, Hyperthermic, Chemotherapie und MR-Diagnostik 
sowie als biomagnetische Sonde. 

Im Gegensatz zu den nach dem Stand der Technik aufgefuhrten Partikeln werden nanokristalline magnetische 
Eisenoxid-Partikel beschrieben, die nach dem Baukastenprinzip aufgebaut sind. Sie konnen ausgehend von einer 

s Stammsubstanz, die aus einem magnetischen Eisenoxidkern und einer Hulle aus beispielsweise Glycosaminoglycan 
besteht, nach dem Anwendungszweck in Losung modif iziert werden. 

Diese Modifikation kann durch kovalentes Oder nichtkovalentes Addieren, Aktivieren und/oder Vernetzen sowie 
durch deren Kombination erfolgen. Es hat sich als sinnvoll herausgestellt, das Hullmaterial in vitro erst zu vernetzen, 
ehe eine Kopplung von Lenkstrukturen erfolgt. Die Kopplung von Lenkstrukturen ohne vorherige Vernetzung kann zur 

10 Destabilisierung der magnetischen Partikel fuhren. Damit kann die Stammsubstanz durch Lenkstrukturen und Addition 
von Chemotherapeutika in Richtung auf den Einsatz der tumorselektiven Diagnose/Therapie erganzt werden. Zudem 
steht eine Palette von Moglichkeiten zur Verfugung, die Stammsubstanz selbst zu modif izieren. Der Hintergrund dieser 
Vielfalt liegt in dem breiten Anwendungsspektrum. Es wird unterschieden zwischen der Stammsubstanz, die aufgrund 
ihres partikularen Charakters vom Retikuloendothelialen System (RES) erkannt und aufgenommen wird und z.B. der 

15 MRI-Konstrastierung von Leber-/Milztumoren (Metastasen) dient. Eine Zielfindung auf andere Organe/Gewebe kann 
nach parenteraler Gabe dadurch erreicht werden, daB die Verweildauer in der Blutbahn verlangert, die Geschwindigkeit 
der Extravasation erhoht und uber angebrachte Lenkstrukturen eine Organ-oder Gewebeselektion ermoglicht wird. Die 
Aufnahme durch das RES wird als Parallelreaktion zur Reaktion mit dem Zielorgan verstanden und kann durch die 
GroBe, Ladung, Hydrophobie der Oberflache und durch Vorsattigung des RES beeinfluBt werden. 

20 Als chemisorbierte Hullsubstanzen werden solche bioabbaubaren Substanzen tierischen/menschlichen Ursprungs 
benutzt, die die Eisenoxohydroxy-Komplexe stabilisieren und eine Synthese der umhullten Eisenoxide unter biomime- 
tischen Bedingungen zulassen. 

Eine Fallung der Eisenoxide im Basischen wird damit umgangen. Die Stammsole konnen blutisoton z.B. durch 
Zusatz von Mannitol und NaCI-stabil hergestellt werden. 

25 Die GroBe der entstehenden Partikel kann wahrend der Synthese gesteuert z.B. durch Wahl des Chondroitin-Eisen 
Verhaltnis und muB nicht durch Fraktionierungsverfahren auf einen Wert eingestellt werden. 

Es werden wahrend der Herstellung keine organischen Losungsmittel verwendet, die Stabilitat der Partikel ist aber 
auch im Gegensatz zu den Dextranmagnetiten in einigen organischen Losungsmitteln gewahrleistet. Die Substanzen 
haben vielfaltigen diagnostischen und therapeutischen Nutzen. Eine chemische Bindung der Hullmolekule an den 

30 Eisenoxidkern, wie in der europaischen Patentanmeldung (Publikationsnummer 0284549) beschrieben, wird vermie- 
den, urn die biologische Abbaubarkeit zu gewahrleisten. Der tierische/menschliche Ursprung des verwendeten Hullma- 
terials schlagt sich in der guten Vertraglichkeit nieder. Es sind auch "pro-drug"-Formen und Hullsubstanzen mit pH- 
abhangigen Bruchstellen herstellbar. 

Die Hulle aus Glycosaminoglycan sorgt mit den Carbonsauregruppen fur eine feste Chemisorption auf dem Eisen- 

35 oxidkern (und mit den Schwefelsaure- und N- Acetyl resten fur die hinreichende Stabilitat des Sols). Der Eisenoxidkern 
ist dabei soweit abgedeckt, daB im Gegensatz zu den meisten herkommlichen Formulierungen physiologische Unver- 
traglichkeiten bei parenteraler Applikation hinreichend kompensiert sind. 

Als Hullmaterial kommen wasserlosliche Glycosaminoglycane infrage wie Chondroitinsulfate, Keratansulfate, Der- 
matansulfate, Heparin, Hyaluronsaure und Heparansulfate und synthetische Analoga. (Zu den vier erwahnten Haupt- 

40 vertretern der Glycosaminoglycane (Muscopolysaccharidpolyschwefelsaureestern) wird oft auch die Hyaluronsaure 
hinzugezahlt. Die Hyaluronsaure enthalt im Gegensatz zu Chondroitinsulfat, Keratansulfat, Dermatansulfat und Hepa- 
ran (Heparin)-sulfat keine Schwefelsaurereste und ist selbst auch nicht proteinkonjugiert, sie fordert aber die Proteo- 
glycanaggregation.) Glycosaminoglycane bilden zusammen mit den Bindegewebeproteinen die ubiquitar 
vorkommenden Proteoglycane. 

45 Bei den konventionellen naBchemischen Verfahren der Mag netitherstel lung werden saure Fe(ll):Fe(lll) Lbsungen 
bei erhohter Temperatur durch Zugabe von Lauge (z. B. NaOH, NH 4 OH) auf einen basischen pH eingestellt. Das sich 
bildende Magnetit fallt in Anwesenheit des Coatungsmittels aus und reiBt dieses mit, Oder das Coatungsmittel wird 
nach der Bildung der Magnetite zugesetzt. In einigen Fallen wird wahrend der Magnetitsynthese Ultraschall angelegt, 
dies fuhrt zur Verkleinerung der entstehenden Partikel (s. Menz et al. WO 9001295). Die nachfolgenden Schritte bein- 

50 halten Peptisierung, Neutralisierung, Reinigung, Zugabe von Stabilisatoren, Abfullen und Hitzesterilisation - wenn mog- 
lich - im Endbehaltnis. 

Im Gegensatz zu diesen Verfahren, die sich geringfugig durch die Ausgangskonzentrationen, Reaktionstempera- 
turen, Zugabegeschwindigkeiten, Wahl des Coatungsmittels und durch die Aufarbeitungsschritte unterscheiden, 
gelingt bei den hier beschriebenen Verfahren die Bildung der Glycosaminoglycangecoateten Magnetite im neutralen 
55 Milieu (pH 7) und ambienten Temperaturen, auch kann auf eine Ultraschallbehandlung verzichtet werden. Der pH kann 
in einem Chemostaten konstant im Neutralen gehalten werden. Der basische Bereich, in dem viele Coatungsmittel und 
biologische Materialien hydrolyseinstabil sind, kann ganzlich vermieden werden, welches sich als groBer Vorteil her- 
ausstellt, da die Anzahl moglicher Abbauprodukte auf diese Art klein gehalten werden kann. 

Die Glycosaminoglycane der erf indungsgemaBen Magnetite sorgen fur eine weitgehend abgeschirmte Oberflache, 
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so daB spezifische Wechselwirkungen minimiert Oder vermieden werden. Bei Erythrocyten wird als Folge der Poly-N- 
acetyl-lactosamine eine weitreichende Hydrathulle diskutiert (J.Viitala and J.Jarnefelt, TIBS, Octover 1985, 392-395). 
Es erscheint wichtig fur die Makrophagenaufnahme der Stammsubstanz, daB die Hulle um den Magnetitkern keine 
spezifischen Reaktionen auslost, dennoch aber vom Immunsystem aktiviert wird, so daB die opsonierten Partikel von 

5 den Makrophagen aufgenommen werden. Fur andere Zwecke bieten die Wahl und Derivatisierung der Umhullung 
(Ladung, Hydophobizitat) neben der GroBe eine Moglichkeit, die extrazellulare Wechselwirkung der Magnetite passiv 
zu beeinflussen; ein direktes drug targeting ist zudem uber das Anheften spezifischer Erkennungsmerkmale (z.B. 
monoklonale Antikorper, Hormone, Lenkproteine) moglich. Ahnlich wie bei den zahlreichen Liposomenanwendungen 
sind die Wechselwirkungen von parenteral applizierten Partikeln bisher nur phanomenologisch verstanden und sind ein 

10 aktuelles Feld der biochemischen, pharmakologischen und medizinischen Forschung. 

Die erfindungsgemaB beschriebenen Magnetitpartikel, die vorzugsweise aus einem magnetischen Eisenoxidkern 
(ohne Oder mit zusatzlicher Dotierung) und einer Hulle aus Glycosaminoglycanen und aus deren Derivaten bzw. syn- 
thetischen Analoga bestehen, haben den Vorteil, daB die Hullmaterialien bioabbaubare Produkte sind. Eisen wird nach 
intrazellularer Aufnahme aus dem Eisenoxid freigesetzt und in den Eisenpool (Hamoglobin, Eisenspeicherproteine) 
15 eingebaut. Bei einer fur die MR Tomographie ausreichenden diagnostischen Dosis von 10-30 jul Mol/kg Korpergewicht 
wird durch einmalige Applikation der normale Eisenpool eines Erwachsenen nur unwesentlich angehoben. Bei der 
zugrunde liegenden Synthese lassen sich mit Ausnahme der Auflosung der Eisensalze extreme pH-Bereiche vermei- 
den, so daB die Hydrolyseanfalligkeit und/oder eine pH-induzierte chemische Modifikation des Hullmaterials nicht ins 
Gewicht fallen. 

20 Die in Wasser gelosten Eisenoxidpartikel mit einer Hulle aus Glycosaminoglycan stellen die Stammlosung dar. Die 
Partikel lassen sich in situ durch Anbringen nieder- und hochmolekularer Substanzen/Liganden/Leitstrukturen und 
durch Vernetzen sowie EinschlieBen und Addieren an Zellen oder Zellbestandteilen - wie in den folgenden Beispielen 
exemplarisch beschrieben - in ihren physikalischen und pharmakologischen Parametern beeinflussen. Damit wird ein 
Anpassen an spezielle Diagnose- und/oder Therapieprobleme erst moglich. Das Vorgehen ist dabei so ausgewahlt, 

25 daB die vorgefertigten Magnetite nach Beispiel 1 oder 2 durch Aktivierung der reaktiven Gruppen in eine Form iiber- 
fuhrt werden, die eine Kopplung mit geeigneten Lignanden/Spacern/Substraten/Lenkstrukturen in physioligisch vertret- 
barer Form zulaBt. 

Beispiel 1 : (konventionelle Synthese) 

30 

18.24gChondroitin-4-sulfat (Sigma Typ A) werden unter Warme in 400 ml destilliertem Wasser gelost und mit Stick- 
stoff begast. 

In 210 ml einer 1 M Fe(lll)-chlorid Losung werden unter Stickstoff 20.6 g Fe(ll)-chlorid gelost. Die frisch zubereitete 
Fe(ll)/Fe(lll)-Losung wird langsam («0,5 ml/min) unter Stickstoffspiilung zu der 75°C warmen Chondroitinsulfatlosung 

35 getropft, so daB sich der an der Eintropfstelle bildende Niederschlag sofort wieder lost. Danach wird langsam zuvor ent- 
gaste 3N NaOH-Losung zugegeben. Es wird bis auf pH 10 titriert. AnschlieBend wird neutralisiert und 3 h am RuckfluB 
gekocht, wobei auf pH 7 kontinuierlich nachgeregelt wird. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur und Zentrifugation (10 
min, 3000 U/min) wird die uberstehende Losung uber eine 3 kDa Hollow Fiber Kartusche gegen 10 I destilliertes Was- 
ser diaf iltriert und anschlieBend am Rotationsverdampfer auf ein Volumen von 250 ml eingeengt. Der pH wird auf 7 ein- 

40 gestellt. Nach 0,2 juim Filtration wird die gebrauchsfertige Losung bei 121°C autoklaviert. Ausbeute 100% bezogen auf 
das eingesetzte Eisen. 

Beispiel 2: (biomimetische Synthese) 

45 5,0 g Chondroitin-4-sulfat werden in 200 ml Eisen-lll-hydroxidsol, entsprechend 6,6 mM Fe (s.Jander/Blasius, Lehr- 
buch der analytischen und praparativen anorganischen Chemie, S.Hirzel Verlag Stuttgart) gelost. Eine evtl. auftretende 
Trubung wird abf iltriert. Zu der auf 37°C erwarmten Losung erfolgt die tropfenweise Zugabe einer annahernd neutrali- 
sierten Losung von 1,282 g Ammoniumeisen-ll-sulfathexahydrat, wobei der langsam ins saure driftende pH durch ver- 
diinnte Lauge auf physiologische pH-Werte nachreguliert wird. Das fertige Magnetit wird gereinigt und autoklaviert, 

so wodurch auch die Ausheilung eventueller Fehlstellen der Magnetitkristalle beschleunigt wird. 

Beispiel 3: (Dotierung) 

Wie Beispiel 1, nur wird 5% des eingesetzten Fe(ll) durch 61 Ni als MoBbauer-aktives Isotop fur die Anwendung in 
55 der resonanten Kernabsorbtionstherapie ersetzt. Dazu werden 19.57g FeCI 2 und 1.05g 61 NiCI 2 anstelle der 20.6g 
FeCI 2 verwendet. 
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Beispiel 4: (Desulfatierunq zur Veranderunq der Hydrophilie) 

10 ml Chondroitinsulfat-Magnetit nach Beispiel 2 werden uber einen Dowex Kationenaustauscher eluiert und mit 
ca. 7.5 ml Pyridin neutralisiert. Nach Lyophilisieren erhalt man das Pyridiniumsalz des Chondroitinsulfat-Magnetits. Das 
5 Salz wird in DMSO/Athanol Oder DMSO/H 2 0 gelost und 5 h bei 80°C gehalten. Nach Abkuhlen wird mit Wasser ver- 
dunnt und mit NaOH pH 9-9.5 eingestellt. Die so eingestellte Dispersion eines desulfatierten Chondroitin-Magnetits 
wird gegen Wasser dialysiert, ultrafiltriert (10 kDa) und sterilfiltriert. 

Beispiel 5: (Aktivierung der freien Carbonsauren) 

10 

1 ml Chondroitin-4-sulfat Magnetit nach Beispiel 2 wird mit destilliertem Wasser 1 :10 verdunnt und der pH mit HCI 
auf 4.5 eingestellt. Unter Riihren wird in 1 ,5 fachem UberschuB (bezogen auf die zu aktivierenden funktionellen Grup- 
pen) ein wasserlosliches Carbodiimid (1-Ethyl-3(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid-HCI (EDC.Pierce)) zugegeben 
und der pH konstant auf 4.5 gehalten (1h bei 4°C). Nach Ende der Reaktion wird das nicht-reagierte Edukt vom akti- 

15 vierten Magnetit schonend durch Dialyse abgetrennt und das Retentat lyophilisiert. 

Sollen mit dem EDC aktivierten Magnetit Folgereaktionen (z.B. Kupplung mit biogenen Liganden) durchgefuhrt 
werden, die im pH Bereich 4-5 nicht stabil sind bzw. an biologischer Aktivitat verlieren wiirden, so muB die EDC-Reak- 
tion modifiziert werden. Fur die Kopplung/Vernetzung unter physiologischen Bedingungen bzw. im Rahmen einer bio- 
mimetischen Synthese muB dem Chondroitin-Magnetit bzw. dem Reaktionsgemisch aus Chondroitin-Magnetit und 

20 Ligand oder/und Cross-Linker N-Hydroxysulfosuccinimid (Sulfo-NHS, Pierce) zugesetzt werden, um die Stabilitat des 
Intermediarproduktes bei physiologischen pH Werten zu erhohen und damit die Ausbeute zu steigern und die biologi- 
sche Aktivitat zu gewahrleisten. Im Gegensatz zur EDC Reaktion ohne Sulfo-NHS Zusatz, bei der Intermediar ein O- 
Acyl-Harnstoffderivat gebildet wird, welches saure Reaktionsbedingungen erfordert und hydrolyseempfindlich ist, ent- 
steht durch den Zusatz von Sulfo-NHS ein stabiles Intermediarprodukt (s.Staros et al., Analytical Biochemistry 156, 

25 220-222, 1986). Das zusatzliche Reagenz hat keinen EinfluB auf das Endprodukt. Es entsteht ebenfalls nach Zugabe 
eines aminhaltigen Liganden eine Amidbindung und das niedermolekulare Reagenz wird nach der Vermittlung der Kon- 
densation zwischen Saure- und Aminkomponente durch Dialyse der Ultrafiltration aus der kolloidalen Losung entfernt. 

Beispiel 6: (Desulfatiert EDC) 

30 

10 ml desulfatiertes Chondroitin-Magnetit, hergestellt nach Beispiel 4, werden mit EDC wie unter Beispiel 5 umge- 
setzt. Es resultieren aktivierte Magnetite, die durch Reaktion mit der Sauregruppe des Hullmaterials je nach EDC 
Gehalt negativ geladen bis neutral sind. 

35 Beispiel 7: (Kondensation mit Glucosamin) 

Magnetitlosungen nach Beispiel 5 werden mit 1.5 fachem UberschuB Glucosamin versetzt. Durch die Kondensati- 
onsreaktion zwischen der EDC-akti vierten Carbonsaure und dem Glucosamin resultiert eine Amidbindung. Das so 
erhaltene, in seiner Hydrophilie veranderte Magnetit wird gegen destilliertes Wasser dialysiert und auf die gewiinschte 
40 Konzentration eingestellt. 

Beispiel 8: (Vernetzung mit Ethylendiamin) 

Wie Beispiel 7, nur wird anstelle des Glucosamins das bifunktionelle Ethylendiamin zugesetzt. Um ein interpartiku- 
45 lares Vernetzen zu vermeiden, wird bei niedrigen Magnetitkonzentrationen vernetzt und nach der Vernetzung aufkon- 
zentriert. 

Beispiel 9: (Transferrin- Kopplunq) 

so 10 ml Magnetitlosung entsprechend Beispiel 5, pH auf 7.4 eingestellt, werden mit 10 ml (10-20 mg/ml) Human- 
Transferrin, das zuvor mit einem ca. 10-fachen molaren UberschuB an Eisen (II) in einem Phosphat-Citrat Puffer in das 
biologisch wirksame Fe-lll-Transferrin uberfuhrt wurde, versetzt. Bei 4°C wird fur 6 Stunden geriihrt und der pH auf dem 
physiologischen pH-Wert gehalten. AnschlieBend erfolgt bei 4°C eine Ultrafiltration, um das nicht gebundene Transfer- 
rin abzutrennen. Das nicht mit Fe-Transferrin vernetzte bzw. beladene Chondroitin-Magnetit und Chondroitin-Magnetit, 

55 das mit biologisch nicht aktivem Transferrin beladen ist, werden uber eine zuvor mit Anti-H-Transferrin beladene CNBr 
Sepharose 4 B (Pharmacia) abgetrennt (s.van Ejikand van Noort, J.CIin.Chem.Clin.Biochem. Vol.14, 475-478, 1976). 
AbschlieBend erfolgt eine Gehaltsbestimmung und nach dem Einstellen der gewunschten Endkonzentration eine Ste- 
rilfiltration. Ausbeute Eisen: Transferrin = 1:1 bis 5:1 (w/w). Die Lagerung erfolgt bei 4°C, wobei die Stabilitat, wie fur 
immobilisierte Proteine bekannt, in Relation zum nativen Transferrin erheblich verbessert ist. Nach dem selben Reakti- 
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onsschema lassen sich andere Lenkstrukturen wie monoklonale Antikorper und/oder Cytostatika an das zuvor mit 
EDC-aktivierte Magnetit (Beispiel 5) koppeln. 

Beispiel 10: (hydrophobe Magnetite) 

5 

1g Chondroitin-Magnetit lyphilisiert nach Beispiel 1 wird mit 100 ml DMSO/Aceton aufgenommen und angesauert. 
AnschlieBend wird Dicyclohexylcarbodiimid (5-facher UberschuB bezogen auf die Carbonsauren) zur Losung gegeben 
und mit dem lipophilen Amin Benzylamin in 2-fachen UberschuB bezogen auf die Carbonsauren versetzt. Es resultiert 
ein hydrophobes Magnetit. Die Magnetite haben in Ethanol eine GroBe von 50 nm (in Wasser 70 nm). 

10 

Beispiel 1 1 : (Lipiddoppelschicht-Magnetite) 

Wie Beispiel 7 nur wird als Aminkomponente Phosphatidylethanolamin (Cephalin aus Eigelb) stoichiometrisch - 
bezogen auf die EDC-Gruppen - unter N 2 zugegeben und 2h bei 4°C gehalten. Das Cephalin verdrangt mit der Etha- 
15 nolaminkopfgruppe das EDC und bindet an das Chondroitin-Magnetit. Durch Zugabe von Phosphatidylcholin (Lecithin) 
in 1.5-fachem UberschuB bezogen auf Cephalin bzw. durch ein Gemisch aus Lecithin und Cholesterol wird eine kom- 
plette Doppelschicht ausgebildet. Vorteilhaft erweist sich wahrend der Cephalin-Bindung ein Wechsel des Losungsmit- 
tel (EtOH-Wasser-Gemisch). Zur Ausbildung der Doppelschicht muB das Ethanol abgezogen werden. 

20 Beispiel 12: (Clathrin-Kafiae) 

Clathrin wird nach bekannten Verfahren in der Monomerform isoliert (s. Review B.M.F. Pearse & R.A. Crother 
"Structure and Assembly of Coated Vesicles", An. Rev. Biophys. Biophys. Chem. 16, 49-68 (1987)). Nach Zugabe der 
vorgefertigten Magnetite (s. Beispiel 1 ,2) im Verhaltnis Fe: Protein = 1:1 bis 5:1 (w/w) werden die Clathrin-Monomere zu 
25 den typischen Clathrin-Kafigen uber eine Absenkung des pH auf 6.2 und Zugabe von MgCI 2 kondensiert. Nicht wah- 
rend der Kondensation eingeschlossene Magnetite und leere Clathrinkafige werden chromatographisch von den bela- 
denen Kafigen abgetrennt. 

Beispiel 13: (kleine Magnetite) 

30 

Die Herstellung des Chondroitinsulfat-Magnetits nach Beispiel 2 wird so abgewandelt, daB die Reaktionsldsungen 
durch eine Filterkartusche umgepumpt werden und ein Teil der Magnetpartikel im Filtrat erscheint; auf diese Weise wer- 
den besonders kleine Magnetite hergestellt, die fur die i.v. Lymphographie geeignet sind und eine verlangerte Bluthalb- 
wertzeit zeigen. 

35 

Beispiel 14: (ErythrocyteneinschluB) 

Erythrocyten werden in ublicher Weise von den anderen Blutbestandteilen getrennt und in physiologischer NaCI- 
Losung aufgenommen. Die vorgefertigten Magnetite werden zugesetzt (0.56 mg/ml Fe bei 1mg/ml Protein). Anschlie- 
40 Bend wird die Losung gemaB Offenlegung DE 3812816 A1 bei 37°C mit 50bar Lachgas beaufschlagt. Nach Druckent- 
spannung wird das nicht eingeschlossene Magnetit durch Zentrifugation abgetrennt. Man erhalt Erythrocytenhullen, die 
nach schonendem Verfahren Magnetit aufgenommen haben. 

Abbildunaen 

45 

Fiq.1 : 

Kernspintomographie Aufnahme. Axialer Schnitt durch eine Mausleber vor (Baseline), 1,10 und 30 min nach Appli- 
kation von 10 jul Mol/kg eines Chondroitin-Magnetits (Chondroitin-4-sulfat) hergestellt nach Beispiel 1. CSI GE 2T. 
so Das RES im gesunden Lebergewebe nimmt die Magnetite auf, so daB es im gesunden Lebergewebe zu einer Signal- 
ausloschung kommt. Tumore Oder Tumormetastasen haben kein RES, nehmen damit auch kein Magnetit auf und zei- 
gen keine Veranderung der Signalintensitat. Die Metastasen sind im Leerbild (Baseline) nicht sichtbar, sie heben sich 
aber - wie hier gezeigt - schon bei einer Dosis von 10 jut Mol/kg deutlich vom gesunden Lebergewebe ab. 

55 Fig.2: 

Kinetik des Magnetitabbaus in der Rattenleber fur ein nach Beispiel 1 hergestelltes Chondroitin-Magnetit (Chon- 
droitin-4-sulfat). Dargestellt ist die relative Intensitat (MRI-Lebersignal/MRI-Referenzsignal) in Prozent des Leerwertes 
nach iv Gabe von 20 jut Mol/kg Chondroitin-Magnetit als Funktion der Zeit. 
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Fig.3: 

Dosisabhangigkeit. Dargestellt ist die relative Intensitat (MRI-Lebersignal/MRI-Referenzsignal) 24h nach iv Gabe 
der Chondroitin-Magnetite (hergestellt nach Beispiel 1) als Funktion der applizierten Dosis. 

5 

Fia.4: 

Rontgendiffraktogramm eines lyophilisierten Transferrin- Mag netit-Konjugates hergestellt iiber eine Perjodataktivie- 
rung eines Chondroitin-4-sulfat-Magnetits und anschlieBende Kopplung des Transferrins. Die Linien lassen sich 
10 kubisch im Sinne einer Spinellstruktur indizieren. Das Rontgendiffraktogramm zeigt, daft die Magnetitstruktur auch 
nach der Perjodataktivierung erhalten bleibt. 

Fig.5: 

15 Elektronenmikroskopische Darstellung des Transferrin-Mag netit-Konjugates (s.Fig.4) VergroBerung der Abbildung 
1 :300000. Der elektronedierte Magnetitkern wird deutlich sichtbar, es treten keine Aggregate auf. 

Tabelle 



Tabelle 1 



25 


Daten eines Chondroitin-Magnetits (Chondroitin-4-sulfat) 

hergestellt nach Beispiel 1 




GroBe 




52 nm (mit Laserlichtstreuung) 




Relaxivitat 


Ti 


40 l/mMol • s 


30 




T 2 


120 l/mMol-s 


Fe-Konzentration 


0,33 M 




akute Vertraglichkeit: 






LD 50 (Maus) 


25 mMol/kg 


35 


Halbwertszeit im Blut: 


4,4 min 




(bei einer Dosis von 100 jut Mol/kg Ratte) 



40 



Patentanspruche 

1. Nanokristalline magnetische Partikel, bestehend aus einem magnetischen Eisenoxidkern aus Fe 3 0 4 , yFe 2 0 3 Oder 
45 deren Mischungen und einer an diesen Kern chemisorbierten Hulle, dadurch gekennzeichnet, daB das Hullma- 
terial aus naturlichen oder synthetischen Glycosaminoglycanen und/oder deren Derivaten mit Molekulargewichten 
von 500 Da bis 250.000 Da zusammengesetzt, gegebenenfalls durch geeignete Vernetzungsmittel kovalent ver- 
netzt und/oder durch spezif ische Zusatzstoffe modif iziert ist. 

so 2. Magnetische Partikel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Kern Durchmesser aufweist, die klei- 
ner als die Dimension magnetischer Einzeldomanen sind. 

3. Magnetische Partikel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie gegebenenfalls mit den fur Injektions- 
losungen und/oder Enteralia gangigen pharmazeutischen Hilfsstoffen als stabile kolloiddisperse waBrige Losun- 

55 gen vorliegen, die 0.2 jim filtrierbar und gegebenenfalls hitzesterilisierbar sind. 

4. Magnetische Partikel nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB der Eisenoxidkern mit 6 Li, 57 Fe, 
61 Ni, Ni, 67 Zn, Zn, Mn, 99 Ru, 101 Ru, 113 Cd, 119 Sn, 121 Sb, 127 l, 151 Eu, 155 Gd, 156 Gd oder 157 Gd dotiert ist. 
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5. Magnetische Partikel nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daft die naturlichen oder synthetischen Glyco- 
saminoglycane Chondroitinsulfate, Dermatansulfate, Heparansulfate, Heparin und deren synthetische Analoga 
oder andere Heparinoide sind. 

5 6. Magnetische Partikel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Hullmaterial nach Herstellung der 
umhullten magnetischen Eisenoxidpartikel zusatzlich mit in der Bio- und Naturstoffchemie ublichen Vernetzern 
("cross-linker") vernetzt ist. 

7. Magnetische Partikel nach mindestens einem der Anspruche 1-6, dadurch gekennzeichnet, daB an das Hullma- 
10 terial Mono-, Di-, Tri- und Oligoamine und/oder synthetische und biologische Oligopeptide/Proteine gebunden sind. 

8. Magnetische Partikel nach mindestens einem der Anspruche 1-7, dadurch gekennzeichnet, daB an das Hullma- 
terial reduziertes oder oxidiertes Glutathion gebunden sowie intrapartikular reversibel vernetzt ist. 

15 9. Magnetische Partikel nach mindestens einem der Anspruche 1-8, dadurch gekennzeichnet, daB an das Hullma- 
terial oberflachenaktive Substanzen gebunden sind. 

10. Magnetische Partikel nach mindestens einem der Anspruche 1-8, dadurch gekennzeichnet, daB an das Hullma- 
terial Lenkstruktursubstanzen, vorzugsweise Hormone, Cholesterol, Lipide, Etherlipide, Proteine, monoklonale 

20 Antikorper, Lectine, Tumorlectine, Adhasionsproteine, Fusionsproteine, Transportproteine und -einheiten, basische 
Proteine wie Histone, Interleukine, Lipoproteine, wie z.B. LDL, Glycolipide, Interferone, Tumor-Nekrose-Faktoren, 
Protein A und Adjuvanzien, Glycosylreste und allgemein Zuckerreste, die fur die Komplement- und Immunerken- 
nung eine Rolle spielen, sowie Ribo- und Desoxyribonucleinsauren und deren Bruchstucke und Bausteine oder 
deren Mischungen, gegebenenfalls unter Zusatz von Chemotherapeutika, vorzugsweise Cytostatika, gebunden 

25 sind. 

11. Magnetische Partikel nach mindestens einem der Anspruche 1-10, dadurch gekennzeichnet, daB das Vernetzen, 
das Anbringen von Lenkstrukturen und/oder oberf lachenaktiver Substanzen beliebig kombiniert werden konnen. 

30 12. Magnetische Partikel nach mindestens einem der Anspruche 1-11, dadurch gekennzeichnet, daB sie von Kafig- 
molekulen, vorzugsweise bestehend aus Untereinheiten des Clathrins und/oder synthetischen Analoga, umschlos- 
sen sind. 

13. Verfahren zur Herstellung nanokristalliner magnetischer Partikel, bestehend aus einem magnetischen Eisenoxid- 
35 kern aus Fe 3 0 4 , y-Fe 2 0^ oder deren Mischungen und einer an diesen Kern chemisorbierten Hulle, dadurch 

gekennzeichnet, daB die Synthese der Eisenoxidkerne und deren Umhullung gegebenenfalls unter biomimeti- 
schen Bedingungen erfolgen, gegebenenfalls freie funktionelle Gruppen des Hullmaterials aktiviert und durch 
Zugabe von Vernetzungsmitteln intrapartikular vernetzt werden und die vernetzte Hulle durch Zusatze von oberf la- 
chenaktiven Stoffen, Lenkstruktursubstanzen - gegebenenfalls unter Zusatz von Chemotherapeutika - sowie gege- 
40 benenfalls niedermolekularen Resten modifiziert werden. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB als Hullsubstanzen naturliche oder synthetische Gly- 
cosaminoglycane oder deren Derivate, vorzugsweise Chondroitinsulfate, Dermatansulfate, Heparansulfate, Hepa- 
rin und deren synthetische Analoga verwendet werden. 

45 

15. Verfahren nach Anspruch 13 und 14, dadurch gekennzeichnet, daB die funktionellen Gruppen des Hullmaterials 
der Magnetitstammlosung mit wasserloslichen Carbodiimid-Derivaten oder in einem Zwei-Phasen-System mit lipo- 
philen Carbodiimiden aktiviert werden, nachfolgend das aktivierte Magnetit gereinigt und isoliert wird. 

so 16. Verfahren nach Anspruch 13-15, dadurch gekennzeichnet, daB der aktivierten Magnetitlosung in der Biochemie 
und Naturstoffchemie ubliche bifunktionelle Vernetzungsmittel und/oder Mono-, Di-, Tri- und Oligoamine, syntheti- 
sche und biologische Oligopeptide, reduziertes oder oxidiertes Glutathion zugesetzt, die nichtreagierten Edukte 
schonend durch Dialyse abgetrennt werden und das in seiner Hydrophilie veranderte und/oder vernetzte Magnetit 
auf die gewunschte Endkonzentration eingestellt wird. 

55 

17. Verfahren nach Anspruch 13-16, dadurch gekennzeichnet, daB der aktivierten Magnetitlosung oberflachenaktive 
Substanzen zugesetzt und addiert werden. 

18. Verfahren nach Anspruch 13-16, dadurch gekennzeichnet, daB der aktivierten Magnetitlosung als Lenkstruktur- 
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substanzen vorzugsweise Hormone, Cholesterol, Lipide, Tumorlectine, Adhasionsproteine, Fusionsproteine, 
Transportproteine und -einheiten, basische Proteine wie Hinstone, Interleukine, Lipoproteine wie z.B. LDL, Glyco- 
lipide, Interferone, Tumor-Nekrose-Faktoren, Protein A und Adjuvanzien, Glycosylreste und allgemein Zuckerreste, 
die fur die Komplement- und Immunerkennung eine Rolle spielen sowie Ribo- und Desoxyribonucleinsauren und 
5 deren Bruckstucke und Bausteine und deren Mischungen zugesetzt und addiert werden. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB der aktivierten Magnetitldsung Chemotherapeutika 
zugesetzt Oder an das Magnetit addiert werden. 

10 20. Verfahren nach Anspruch 13-19, dadurch gekennzeichnet, daft der aktivierten Magnetitldsung niedermolekulare 
Reste, die das physiologische Verteilungsmuster der Partikel beeinf lussen, zugesetzt und addiert werden. 

21. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 13-20, dadurch gekennzeichnet, daB der aktivierten Magnetit- 
losung Clathrin zugesetzt wird. 

15 

22. Diagnostische und/oder therapeutische Mittel, gekennzeichnet durch gegebenenfalls isotopendotierte Eisenoxid- 
kerne aus Fe 3 0 4 , Y-Fe 2 0 3 oder deren Mischungen, die von einer bioabbaubaren Hulle aus naturlichen oder synthe- 
tischen Glycosaminoglycanen und/oder deren Derivaten mit Molekulargewichten von 500-250 000 Da umgeben 
sind, wobei gegebenenfalls die Hullmolekule durch Vernetzungsmittel vernetzt und durch oberflachenaktive Sub- 

20 stanzen, Lenkstruktursubstanzen und niedermolekulare Reste modizifiziert sind. 

23. Diagnostische und/oder therapeutische Mittel nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB der Eisenoxid- 
kern mit 6 Li, 57 Fe, 61 Ni, Ni, 67 Zn, Zn, Mn, 99 Ru, 101 Ru, 113 Cd, 119 Sn, 121 Sb, 127 l, 151 Eu, 155 Gd, 156 Gdoder 157 Gd 
dotiert ist. 

25 

24. Diagnostische und/oder therapeutische Mittel nach Anspruch 22 und 23, dadurch gekennzeichnet, daB die natur- 
lichen und synthetischen Glycosaminoglycane Chondroitinsulfate, Dermatansulfate, Heparansulfate, Heparin und 
deren synthetische Analoga sind, die durch in der Bio- und Naturstoffchemie ubliche bifunktionelle Vernetzungs- 
mittel und/oder Mono-, Di-, Tri- und Oligoamine, synthetische und biologische Oligopeptide, reduziertes oder oxi- 

30 diertes Glutathion vernetzt sind. 

25. Diagnostische und/oder therapeutische Mittel nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daB an die vernetzte 
Hulle oberflachenaktive Substanzen gebunden sind. 

35 26. Diagnostische und/oder therapeutische Mittel nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daB an die vernetzte 
Hulle Lenkstruktursubstanzen, vorzugsweise Hormone, Cholesterol Lipide, Etherlipide, Proteine, monoklonale 
Antikorper, Lectine, Tumorlectine, Adhasionsproteine, Fusionsproteine, Transportproteine und -einheiten, basische 
Proteine, wie Histone, Interleukine, Lipoproteine, wie z.B. LDL, Glycolipide, Interferone, Tumor-Nekrose-Faktoren, 
Protein A und Adjuvanzien, Glycosylreste und allgemein Zuckerreste, die fur die Komplement- und Immunerken- 

40 nung eine Rolle spielen, sowie Ribo- und Desoxyribonucleinsauren und deren Bruchstucke und Bausteine oder 
deren Mischungen, gegebenenfalls unter Zusatz von Chemotherapeutika vorzugsweise Cytostatika, gebunden 
sind. 

27. Diagnostische und/oder therapeutische Mittel nach Anspruch 22-26, dadurch gekennzeichnet, daB das Vernet- 
45 zen, Binden von Lenkstrukturen, oberflachenaktiver Substanzen und Chemotherapeutika im zeitlichen Ablauf 

beliebig kombiniert werden. 

28. Diagnostische und/oder therapeutische Mittel nach mindestens einem der Anspruche 22-27, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Untereinheiten von Clathrin und/oder deren Analoga kafigartig die umhullten Partikel umgeben. 

50 

29. Diagnostische und/oder therapeutische Mittel nach mindestens einem der Anspruche 22-27, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Magnetpartikel in Liposomen, Chylomikronen, Zellen, Zellorganellen, Bakterien- und Virushullen 
eingebaut sowie von Lipiden in Form einer Doppelschicht umgeben werden. 

55 30. Verwendung der diagnostischen und therapeutischen Mittel nach Anspruch 22-29 zur Herstellung von Diagnose- 
und Therapiemitteln fur die Radiotherapie, Hyperthermie, Chemotherapie und MR-Diagnostik sowie als biomagne- 
tische Sonde. 
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Claims 

1. Nanocrystalline magnetic particles consisting of a magnetic iron oxide core of Fe 3 0 4> gamma-Fe 2 0 3 or mixtures 
thereof and a chemisorbed coating on this core, characterized by composition of the coating material of natural or 

5 synthetic glycosaminoglycans and/or derivatives thereof with molecular weights of 500 Da to 250,000 Da optionally 

covalently cross-linked by appropriate cross-linking agents and/or modified by specific additives. 

2. Magnetic particles according to claim 1 characterized by core diameters smaller than the dimensions of the mag- 
netic single domains. 

10 

3. Magnetic particles according to claim 1 characterized by the fact that, in case of need, they are available with the 
common pharmaceutical adjuvants for injectable solutions and/or enteral agents as stable aqueous colloid disper- 
sive solutions which are 0.2 jxm filterable and optionally can be heat sterilized. 

15 4. Magnetic particles according to claims 1 and 2 characterized by the fact that the iron oxide core is doped with 6 Li, 
57 Fe, 61 Ni, Ni, 67 Zn, Zn, Mn, 99 Ru, 101 Ru 113 Cd, 119 Sn, 121 Sb, 127 l, 151 Eu, 155 Gd, 156 Gd, or 157 Gd. 

5. Magnetic particles according to claim 1 characterized by the fact that the natural or synthetic glycosaminoglycans 
are chondroitin sulfate, dermatin sulfate, heparan sulfate, heparin and synthetic analogues thereof or other hepari- 

20 noids. 

6. Magnetic particles according to claim 1 characterized by the fact that the coating material after preparation of 
enveloped magnetic iron oxide particles, is additionally cross-linked by cross-linkers common in biochemistry and 
chemistry of natural products. 

25 

7. Magnetic particles according to at least one of claims 1-6, characterized by the fact that mono-, di-, tri-, and oli- 
goamines and/or synthetic and biological oligopeptides/proteins are bonded to the coating material. 

8. Magnetic particles according to at least one of claims 1-7, characterized by the fact that reduced or oxidized glu- 
30 tathione is bonded as well as intraparticularly reversibly cross-linked to the coating material. 

9. Magnetic particles according to at least one of claims 1 -8, characterized by the fact that surface-active substances 
are bonded to the coating material. 

35 10. Magnetic particles according to at least one of claims 1-8, characterized by the fact that targetable structure sub- 
stances, preferably hormones, cholesterol, lipids, ether lipids, proteins, monoclonal antibodies, lectins, tumor 
lectins, adhesion proteins, fusion proteins, transport proteins and transport units, alkaline proteins such as his- 
tones, interleukins, lipoproteins, for example, LDL, glycolipids, interferons, tumor-necrosis factors, protein A and 
adjuvants, residual glycosyl and general sugar residues which play a role in complement and immune recognition 

40 as well as ribonucleic and deoxyribonucleic acids and their fragments and structural elements or mixtures thereof, 
are bonded to the coating material, if necessary with addition of chemotherapeutic agents, preferably cytostatic 
agents. 

1 1 . Magnetic particles according to at least one of claims 1 -10, characterized by the fact that the acts of cross-linking, 
45 bonding of targetable structures and/or surface-active substances can be combined as desired. 

1 2. Magnetic particles according to at least one of claims, 1-11 characterized by the fact that they are surrounded by 
cage molecules, preferably consisting of subunits of clathrin and/or synthetic analogues. 

so 13. Method for preparation of nanocrystalline magnetic particles consisting of a magnetic iron oxide core of Fe 3 0 4 , 
gamma-Fe 2 0 3 or mixtures thereof and a coat chemisorbed to the core, characterized by synthesis of iron oxide 
cores and their coating under biomimetic conditions, as the case may be, possibly with free functional groups of the 
coating material activated and intraparticularly cross-linked by adding a cross-linking agent and the cross-linked 
coating modified by additives of surface-active substances, targetable structure substances, if necessary, with 

55 addition of chemotherapeutic agents and according to need with residual low-molecular weight residues. 

14. Method according to claim 13, characterized by use of natural or synthetic glycosaminoglycans or their deriva- 
tives, preferably chondroitin sulfate, dermatan sulfate, heparan sulfate, heparin and synthetic analogues as coating 
substance. 
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15. Method according to claims 13 and 14, characterized by the fact that the functional groups of the coating material 
of the magnetite stock solution are activated by water soluble carbodiimide derivatives or are activated in a two- 
phase system by lipophilic carbodiimides and that subsequently the activated magnetite is purified and isolated. 

5 16. Method according to claims 13-15, characterized by the fact that bifunctional cross-linking agents common in bio- 
chemistry and chemistry of natural products and/or mono-, di-, tri-, and oligoamines, synthetic or biological oli- 
gopeptides, reduced or oxidized glutathione are added to the activated magnetite solution, with non-reacted educt 
being gently separated by dialysis and magnetite with its hydrophilia altered and/or cross-linked being adjusted to 
the desired final concentration. 

10 

17. Method according to claims 13-16, characterized by the fact that surface-active substances are added and 
admixed to the activated magnetite solution. 

18. Method according to claims 13-16, characterized by the fact that targetable structure substances, preferably hor- 
15 mones, cholesterol, lipids, tumor lectins, adhesion proteins, fusion proteins, transport proteins and transport units, 

alkaline proteins such as histones, interleukins, lipoproteins, for example, LDL, glycolipids, interferons, tumor- 
necrosis factors, protein A and adjuvants, residual glycosyl and general sugar residues which play a role in com- 
plement and immune recognition as well as ribonucleic and deoxyribonucleic acids and their fragments and struc- 
tural elements as well as mixtures thereof are added to the activated magnetite solution. 

20 

19. Method according to claim 18, characterized by admixture to the magnetite solution or addition to the magnetite 
of chemotherapeutic agents. 

20. Method according to claims 13-19, characterized by admixture and addition to the activated magnetite solution of 
25 lower molecular weight residues which influence the physiological distribution pattern of the particles. 

21 . Method according to at least one of claims 13-20, characterized by admixture of clathrin to the activated magnetite 
solution. 

30 22. Diagnostic and/or therapeutic agents characterized by, optionally isotope doped iron oxide cores of Fe 3 0 4 , 
gamma-Fe 2 0 3 or their mixtures, which are surrounded by a biodegradable coating of natural or synthetic gly- 
cosaminoglycans and/or derivatives thereof with molecular weights between 500 - 250,000 Da, with the coating 
molecules possibly being cross-linked by cross-linking agents and modified by surface-active substances, targeta- 
ble structure substances and lower molecular weight residues. 

35 

23. Diagnostic and/or therapeutic agents according to claim 22, characterized by an iron oxide core which is doped 
with 6 Li, 57 Fe, 61 Ni, Ni, 67 Zn, Zn, Mn, 99 Ru, 101 Ru 113 Cd, 119 Sn, 121 Sb, 127 l, 151 Eu, 155 Gd, 156 Gd, or 157 Gd. 

24. Diagnostic and/or therapeutic agents according to claims 22 and 23, characterized by the fact that the natural or 
40 synthetic glycosaminoglycans are chondroitin sulfate, dermatan sulfate, heparan sulfate, heparin and their syn- 
thetic analogues which are cross-linked by bifunctional cross-linking agents common in biochemistry and chemis- 
try of natural products and/or are cross-linked with mono-, di-, tri-, and oligoamines, synthetic and biological 
oligopeptides, reduced or oxidized glutathione. 

45 25. Diagnostic and/or therapeutic agents according to claim 24, characterized by bonding of surface-active sub- 
stances to the cross-linked coating. 

26. Diagnostic and/or therapeutic agents according to claim 24, characterized by bonding to the cross-linked coating 
material of targetable structure substances, preferably hormones, cholesterol, lipids, ether lipids, proteins, mono- 

50 clonal antibodies, lectins, tumor lectins, adhesion proteins, fusion proteins, transport proteins and transport units, 
alkaline proteins such as histones, interleukins, lipoproteins, for example, LDL, glycolipids, interferons, tumor- 
necrosis factors, protein A and adjuvants, residual glycosyl and general sugar residues which play a role in com- 
plement and immune recognition as well as ribonucleic and deoxyribonucleic acids and their fragments and struc- 
tural elements or mixtures thereof, if necessary, with addition of chemotherapeutic agents. 

55 

27. Diagnostic and/or therapeutic agents according to claims 22-26, characterized by the possibility of chronologically 
variable combination of cross-linking, bonding of targetable structures, surface-active substances and chemother- 
apeutic agents. 
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28. Diagnostic and/or therapeutic agents according to at least one of claims 22-27, characterized by the fact that the 
coated particles are surrounded in cage form by subunits of clathrin and/or analogues thereof. 

29. Diagnostic and/or therapeutic agents according to at least one of claims 22-27, characterized by the fact that the 
5 magnetic particles are incorporated in liposomes, chylomicrons, cells, cell organelles, bacteria and virus coatings 

and are surrounded by lipids in the form of a double layer. 

30. Use of the diagnostic and therapeutic agents according to claims 22-29 for preparation of diagnostic and therapeu- 
tic agents for radiotherapy, hyperthermia, chemotherapy and MR diagnostics and as biomagnetic probes. 

10 

Revendications 

1 . Particules nanocristallines magnetiques composees d'un noyau magnetique d'oxyde de fer an Fe 3 0 4 , en y-Fe 2 0 3 
ou en un melange des deux et d'une enveloppe chimisorbee a ce noyau, caracterisees en ce que le materiau de 

is I'enveloppe est compose de glycosaminoglucanes naturels ou synthetiques et/ou de leurs derives de poids mole- 
culaires de 500 Da a 250000 Da, eventuellement reticules de fagon covalente par des agents de reticulation appro- 
pries et/ou modifies par des additifs specif iques. 

2. Particules magnetiques selon la revendication 1, caracterisees en ce que le noyau presente des diametres infe- 
20 rieurs a la dimension de domaines magnetiques unitaires. 

3. Particules magnetiques selon le revendication 1 , caracterisees en ce qu'elles se presentent sous forme de solu- 
tions aqueuses stables, en dispension colloTdale, et contiennent les adjuvants pharmaceutiques usuels pour des 
solutions injectables et/ou parenterals, qui peuvent etre f iltrees a travers des filtres de 0,2 jum et eventuellement 

25 sterilisees a chaud. 

4. Particules magnetiques selon les revendications 1 et 2, caracterisees en ce que le noyau d'oxyde de fer est dope 
par 6 Li, 57 Fe, 61 Ni, Ni, 67 Zn, Zn, Mn, 99 Ru, 101 Ru, 113 Cd, 119 Sn, 121 Sb, 127 l, 151 Eu, 155 Gd, 156 Gd ou 157 Gd. 

30 5. Particules magnetiques salon le revendication 1, caracterisees an ce que les glycosaminoglucanes naturels ou 
synthetiques sont le sulfate de chondroTtine, le sulfate de dermatane, le sulfate d'heparane, I'heparine et leurs ana- 
logues synthetiques ou autres heparinoTdes. 

6. Particules magnetiques selon la revendication 1 , caracterisees en ce que le materiau de I'enveloppe est en plus 
35 reticule avec les agents de reticulation usuels en biochimie et en chimie des substances naturelles ("cross-linker") 

apres preparation des particules magnetiques d'oxyde de fer et de leur enveloppe. 

7. Particules magnetiques selon au moins une des revendications 1 a 6, caracterisees en ce que des mono, di, tri et 
oligoamines et/ou des oligopeptides/proteines synthetiques et biologiques sont lies au materiau de I'enveloppe. 

40 

8. Particules magnetiques selon au moins une des revendications 1 a 7, caracterisees an ce que du glutathion reduit 
ou oxyde est lie ou reticule de fagon reversible et intraparticulaire ou materiau de I'enveloppe. 

9. Particules magnetiques selon au moins une des revendications 1 a 8, caracterisee en ce que des tensioactifs sont 
45 lies au materiau de I'enveloppe. 

1 0. Particules magnetiques selon au moins une des revendications 1 a 8, caracterisees en ce que des substances diri- 
geables de par leur structure, de preference des hormones, du cholesterol, des lipides, des lipides ether, des pro- 
teines, des anticorps monoclonaux, dos lectines, des lectines tumorales, des proteines d'adhesion, des proteines 

so de fusion, des proteines et des unites de transport, des proteines basiques telles que des histones, des interleuki- 
nes, des lipoproteines telles que LDL, des glycolipides, des interferons, des facteurs de necrose tumorale, la pro- 
teine A et des adjuvants, des restes glucosidiques et des restes de sucres en general qui jouent un role dans la 
reconnaissance complementaire et immunitaire, ainsi que des acides ribonucleiques et desoxyribonucleiques et 
des fragments de ceux-ci et leurs composants ou des melanges de ceux-ci, en ajoutant eventuellement des agents 

55 de chimiotherapie, de preference des agents cytostatiques, sont lies au materiau de I'enveloppe. 

1 1 . Particules magnetiques selon au moins une des revendications 1 a 1 0, caracterisees en se que la reticulation et la 
fixation de substances dirigeables de par leur structure et/ou de tensioactifs peuvent etre combinees a volonte. 
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12. Particules magnetiques selon au moins une des revendi cations 1 a 11, caracterisees en ce que qu'elles sont 
entourees de molecules formant cages, de preference composees de sous-unites de la clathrine et/ou d'analogues 
synthetiques. 

5 13. Procede pour la preparation de particules magnetiques nanocristallines composees d'un noyau magnetique 
d'oxyde de fer en Fe 3 0 4 , en Y-Fe 2 0 3 ou en un melange des deux et d'une enveloppe chimisorbee a ce noyau, 
caracterise en ce que la synthese des noyaux d'oxyde de fer et de leur enveloppe est effectuee eventuellement 
dans des conditions biomimetiques, des groupes fonctionnels libres du materiau de I'enveloppe sont eventuelle- 
ment actives et reticules de fagon intraparticulaire par addition d'agents de reticulation, et les enveloppes reticulees 

10 sont modifiees par ajout de tensioactifs, de substances dirigeables de par leur structure - eventuellement avec 
ajout d'agents de chimiotherapie - ainsi qu'eventuellement de groupes a faible poids moleculaire. 

14. Procede selon la revendication 13, caracterise en ce que Ton utilise des glyoosaminoglucanes naturels ou synthe- 
tiques ou leurs derives, de preference le sulfate de chondroitine, le sulfate de dermatane, le sulfate d'heparane, 

is I'heparine ou leurs analogues syntnetiques comme substances pour I'enveloppe. 

15. Procede selon les revendications 13 et 14, caracterise en ce que les groupes fonctionnels du materiau de I'enve- 
loppe de la solution mere de magnetite sont actives avec des derives cadrodiimides solubles dans I'eau ou dans 
un systeme biphasique comprenant des carbodiimides lipohiles, la magnetite activee etant ensuite purif iee et iso- 

20 lee. 

16. Procede salon les revendication 13 a 15, caracterise en ce que Ton ajoute a la solution de magnetite activee des 
agents de reticulation bifonctionnels usuels en biochimie et en chimie des substances naturelles et/ou des mono, 
di, tri et oligoamines dos oligopeptides synthetiques et biologiques, du glutathion reduit ou oxyde, les produits de 

25 depart qui n'ont pas reagi sont separes avec management par dialyse et la concentration finale de la solution de 
magnetite dont I'hydrophilie a ete modif iee et/ou qui a ete reticulee est ajustee selon las besoins. 

17. Procede selon les revendications 13 a 16, caracterise en ce que Ton ajoute a la solution de magnetite activee des 
tensioactifs que Ton fait reagir. 

30 

18. Procede selon les revendications 13 a 16, caracterise en ce que Ton ajoute a la solution de magnetite activee dos 
substances dirigeables de par leur structure, de preference des hormones, du cholesterol, dos lipides, des lectines 
tumorales, des proteines d'adhesion, des proteines de fusion, des proteines et des unites de transport, des protei- 
nes basiques telles que des histones, des interleukines, des lipoproteines telles que LDL, des glycolipides, des 

35 interferons, des facteurs de necrose tumorale, la proteine A et des adjuvants, des restes glucosidiques et des res- 
tes de sucres en general qui jouent un role dans la reconnaissance complementaire et immunitaire, ainsi que des 
acides ribonucleiques et desoxyribonucleiques et des parties de ceux-ci et leurs composants ou des melanges de 
ceux-ci, que Ton fait reagir. 

40 19. Procede selon la revendication 18, caracterise en ce que Ton ajoute des agents de chimiotherapie a la solution de 
magnetite activee ou on les fait reagir avec la magnetite. 

20. Procede selon les revendications 13 a 19, caracterise en ce que Ton ajoute a la solution de magnetite activee des 
restes de faible poids moleculaire que Ton fait reagir et qui inf luencent le modele de distribution physiologique des 

45 particules. 

21 . Procede selon au moins une des revendications 13 a 20, caracterise en ce que Ton ajoute de la clathrine a la solu- 
tion de magnetite activee. 

50 22. Agents de diagnostic et/ou therapeutiques, caracterises par des noyaux d'oxyde de fer, eventuellement dopes par 
des isotopes, en Fe 3 0 4 , en y-Fe 2 0 3 ou en un melange des deux, entoures d'une enveloppe biodegradable en gly- 
oosaminoglucanes naturels ou synthetiques et/ou en leurs derives de poids moleculaires de 500 Da a 250000 Da, 
les molecules de I'enveloppe etant eventuellement reticulees par des agents de reticulation et modifies par des ten- 
sioactifs, des substances dirigeables de par leur structure et des restes de faible poids moleculaire. 

55 

23. Agents de diagnostic et/ou therapeutiques selon la revendication 22, caracterises en ce que le noyau d'oxyde de 
fer est dope par 6 Li, 57 Fe, 61 Ni, Ni, 67 Zn, Zn, Mn, 99 Ru, 101 Ru, 113 Cd, 119 Sn, 121 Sb, 127 l, 151 Eu, 155 Gd, 156 Gd ou 
157 Gd. 
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24. Agents de diagnostic et/ou therapeutiques selon les revendications 22 et 23, caracterises en ce que les glycosa- 
minoglucanes naturels et synthetiques sont le sulfate de chondroTtine, le sulfate de dermatane, le sulfate d'hepa- 
rane, I'heparine et leurs analogues synthetiques, reticules par des agents de reticulation bifonctionnels usuels en 
biochimie et en chimie des substances naturelles et/ou par des mono, di, tri et oligoamines, par des oligopeptides 
synthetiques et biologiques, par du glutathion reduit ou oxyde. 

25. Agents de diagnostique et/ou therapeutiques selon la revendication 24, caracterises an ce que des tensioactifs 
sont lies a I'enveloppe reticulee. 

26. Agents de diagnotic et/ou therapeutiques selon la revendication 24, caracterises en ce que des substances diri- 
geables de par leur structure, de preference des hormones, du cholesterol, des lipides, des lipides ether, des pro- 
teines, des anticorps monoclonaux, des lectines, des lectines tumorales, des proteines d'adhesion, des proteines 
de fusion, des proteines et des unites de transport, des proteines basiques telles que des histones, des interleuki- 
nes, des lipoproteines telles que LDL, des glycolipides, des interferons, des facteurs de necrose tumorale, la pro- 
teine A et des adjuvants, des restes glucosidiques et des restes de sucres en general qui jouent un role dans la 
reconnaissance complementaire et immunitaire, ainsi que des acides ribonucleiques et desoxyribonucleiques et 
des fragments de ceux-ci et leurs composants ou des melanges de ceux-ci, en ajoutant eventuellement des agents 
de chimiotherapie, de preference des agents cytostatiques, sont liees a I'enveloppe reticulee. 

27. Agents de diagnostic et/ou therapeutiques selon les revendications 22 a 26, caracterises en ce que la reticulation 
et la fixation de substances dirigeables de par leur structure, de tensioactifs et d'agents de chimiotherapie peuvent 
etre combinees a volonte en cours de preparation. 

28. Agents de diagnostique et/ou therapeutiques selon au moins une des revendications 22 a 27, caracterises en ce 
que des sous-unites de clathrine et/ou de ses analogues entourent las particules enveloppees d'une sorte de cage. 

29. Agents de diagnostic et/ou therapeutiques selon au moins une des revendications 22 a 27, caracterises en ce que 
les particules magnetiques sont introduites dans des liposomes, des chylomicrons, des cellules, des organites cel- 
lulaires, des enveloppes de bacteries et de virus et sont entoures de lipides en forme de double couche. 

30. Utilisation des agents de diagnostic et therapeutiques selon les revendications 22 a 29 pour la preparation d'agents 
de diagnostic et d'agents de therapie pour la radiotherapie, I'hyperthermie, la chimiotherapie et le diagnostic RM 
ainsi que comme sonde biomagnetique. 
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Fig. 1. 
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Fig. 2. Zeit-Abhangigkeit 20 jamol Fe/kg 
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Fig. 3. Dosis-Abhangigkeit nach Applikation 
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Fig. 5 . 
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